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染色体3p21.3缺失区域11个相关基因
在非小细胞肺癌中的表达
翟艳辉  李莹  胡文利  韦民
【摘要】 背景与目的  50%-80%的非小细胞肺癌存在染色体短臂3p21.3上等位基因的丢失，提示可能存在多个
潜在的抑瘤基因。本研究通过大规模筛选3p21.3区相关基因在肺癌中的表达，以期找到数个肺癌相关抑瘤基因。方
法  应用生物信息学方法，选择出11个位于该区与肿瘤密切相关的基因，RT-PCR检测16例非小细胞肺癌及配对组织标
本中11个基因的表达，并进行相关统计分析。 结果  在11个基因中，5个基因［RASSF1A 43.8%（7/16），GNAT1 37.5% 
（6/16），SEMA3B 62.5%（10/16），SEMA3F 50%（8/16），Blu 56.3%（9/16）］在非小细胞肺癌组织中表达下调或
缺失（P<0.05）；其余6个基因ZNF35、NPRL2、LTF、AXUD1、BAP1和FUS1的表达，在非小细胞肺癌及配对组织标
本的表达无统计学差异。结论  肺癌组织中3p21. 3区有多个基因参与了肺癌的发生发展。
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【Abstract】 Background and objective  The deletion of allele located at 3p21.3 region is found in 50%-80% of non-
small cell lung cancer (NSCLC), suggesting that this region might harbor some tumor suppressor genes (TSGs). It is anticipated 
that some TSGs closely related to NSCLC carcinogenesis might be found by screening the expression of genes, located at the 
commonly deleted region 3p21.3, in NSCLC.  Methods  Semi-quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and related statistical analysis were applied to examine the expression status of 11 genes closely related to tumor se-
lected from 3p21.3 by bioinformatics in 16 NSCLC biopsies. Results  No expression or down-regulation of RASSF1A, GNAT1, 
SEMA3B, SEMA3F, Blu were observed in 43.8% (7/16), 37.5% (6/16), 62.5% (10/16), 50% (8/16), 56.3% (9/16) respectively, 
in NSCLC tissues (P<0.05). No difference was found in another six genes (ZNF35, NPRL2, LTF, AUXD1, BAP1 and FUS1) 
from 11 genes in NSCLC and matched tumor-adjacent normal tissues. Conclusion  Several genes identified from 3p21.3 may 
play a certain role in NSCLC carcinogenesis.
【Key words】 Lung neoplasms; Gene expression; Tumor suppressor genes (TSGs) 
肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发生发展是一
个多阶段、多因素、多步骤、涉及多基因改变的复杂过
程，其中瘤基因的激活和抑瘤基因的失活发挥着至关重
要的作用。虽然已有研究表明，K-ras、Myc和p53、p16等
多个瘤基因或抑瘤基因的结构和功能改变参与了肺癌的
发生发展，但这些基因大多都普遍存在多种肿瘤中，不
足以解释肺癌的发生、发展的全过程。因此，仍需继续
寻找新的肺癌相关候选基因，以进一步阐述肺癌的发生
机理，对肺癌的防治提供依据。
研究
[1]表明，3号染色体短臂上等位基因的丢失是非
小细胞性肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）和小细胞
性肺癌（small cell lung cancer, SCLC）发病的早期事件，提
示在该区域可能存在多个潜在的抑瘤基因。3p21.3-3p22区
段被认为是3号染色体上高频缺失区之一，已陆续有研究
证实，位于该区段的RASSF1A、Blu基因可能参与了肺癌的
发生。但这一区段其它基因是否也与肺癌的发生发展有
关还有待证实。因此，我们采用生物信息学方法分析并
选择这一区段中可能与肿瘤发生密切相关的基因，利用
RT-PCR分析和筛选出与肺癌发生相关的候选抑瘤基因。中国肺癌杂志2009年8月第12卷第8期 Chin J Lung Cancer, August 2009, Vol.12, No.8 ·854·
1  材料和方法
1.1  组织标本  16例非小细胞肺癌组织标本取自中南大学
附属第二医院胸心外科，包括鳞癌8例，腺癌6例，腺鳞
癌2例；男性9例，女性7例。同时选取每1例癌组织癌肿
周围>5 cm处正常组织为自身对照。所有患者就诊前均未
经过化疗、放疗、生物治疗及其它针对肿瘤的治疗。取
材后一部分组织立即放入液氮中储存备用，其余组织送
常规病理检查进一步明确诊断。
1.2  主要试剂和仪器  TRIzol试剂购自美国Invitrogene公
司，逆转录试剂盒购自美国Promega公司。SYBGREEN购
自美国Sigma公司；紫外分光光度计购自德国Eppendof公
司，PCR仪购自德国Biometra公司，VDS紫外凝胶摄像仪
购自美国Phamacia公司，Real-time PCR仪购自美国Bio-Rad
公司。
1.3  RNA抽提和cDNA合成  组织总RNA采用TRIzol试剂
（Invitrigene）提取，操作步骤基本按照说明书进行。新
鲜组织于研钵里液氮中研碎后加入TRIzol 1 mL；置冰上
5 min，加入氯仿0.2 mL，剧烈振摇15 s，置冰上2 min，
11 000 rpm  4 ℃离心15 min，吸取上层水相至另一个新的
DEPC处理的离心管中，加异丙醇0.5 mL，置-20 ℃、20 
min，11 000 rpm 4 ℃离心15 min，75%乙醇洗涤后用适量
DEPC水溶解，-70 ℃保存备用。
抽提的总RNA用DNaseI（10 U/µL）处理1 h，去除
痕量DNA。采用紫外分光光度仪（Eppendorf）和电泳
法确定提取的总RNA浓度和纯度，选择A260和A280比值在
1.8-2.0之间的RNA，用于进一步实验。取（0.5-1）µg RNA
进行逆转录反应，所有步骤均参考逆转录试剂盒（Pro-
mega）说明书进行。反应条件为 42 ℃、80 min，99 ℃、
5 min。逆转录获得的cDNA放置-20 ℃保存备用。
1.4  半定量RT-PCR  取1 µL cDNA产物进行PCR扩增，反
应条件为：95 ℃变性5 min；95 ℃、30 s，55 ℃-60 ℃、 
30 s，72 ℃、30 s，30-32个循环；72 ℃延伸10 min。利用
Primer 5.0软件设计引物，GAPDH和筛选基因引物、扩增
片段以及退火温度详见表1。PCR产物扩增后于1%琼脂糖
凝胶上电泳，紫外灯下观察，VDS凝胶成像仪上照相。
利用凝胶图像分析软件Bandleader分析得出目的基因和看
家基因GAPDH PCR产物条带吸收光度值，然后计算目的
基因和GAPDH吸收光度值的相对比值，用以表示目的基
因的相对表达强度。以正常配对组织相对比值的平均值
作为标准，低于此值的1/2为基因表达下降，大于此值2
倍为基因过表达，在2>比值>1/2间为正常表达，未出现
相应条带为无表达或表达缺失。
1.5  统计方法  所有实验结果采用SPSS 11.0进行统计分
析，采用配对样本t检验或Wilcoxon符号秩和检验分析，
P<0.05为差异有统计学意义。
2  结果
2.1  生物信息学分析确定待分析基因  根据基因的蛋白质结
构、染色体定位、表达、已知生物学背景等多方位信息
及其在其它肿瘤中的研究情况，从3p21.3区域（图1）挑选
出11个与肿瘤发生关系甚为密切的基因ZNF35、 NPRL2、
SEMA3F、 SEMA3B、 GNAT1、 LTF、 AXUD1、BAP1、
RASSF1A、 FUS1和Blu作为进一步研究的对象。
2.2  组织总RNA的抽提和筛选  总RNA抽提后，各取1 µL溶
于99 µL DEPC水中，用紫外分光光度仪检测RNA的浓度和
纯度。总RNA A260/A280的比值应该在1.8-2.0之间，如果比
值>2.0，说明RNA可能有降解；如果比值<1.8，说明RNA
有蛋白或DNA等杂质的污染，需要进一步纯化。再取1 µL
总RNA在1.0%琼脂糖凝胶上电泳，确定RNA的质量和完
整性。真核细胞RNA 28S/18S的比值约为2:1，如果比值逆
转，表明RNA降解。在后续实验中，我们选择抽提的总
RNA可见清晰、明亮的28S和18S条带，并且尽量挑选28S
条带的亮度在18S条带两倍以上的标本（图2）。
2.3  半定量RT-PCR检测11个基因的表达情况  经半定量
RT-PCR分析了16对非小细胞肺癌及其配对正常组织中所
选11个目的基因的表达情况。利用BandLeader 3.0软件对
电泳图像进行分析，得到11个目的基因及内对照GAPDH
基因在每例组织光密度积分值，计算目的基因与GAPDH
基因的光密度积分值之比。在11个基因中，有9个基因
（RASSF1A、 SEMA3B、SEMA3F、GNAT1、ZNF35、
NPRL2、BAP1、FUS1和LTF）实验数据为正态分布，采
用配对样本t检验进行统计分析；AXUD1和Blu基因实验
数据为非正态分布，用Wilcoxon符号秩和检验进行统计分
析（表2）。
结果表明在11个基因中，5个基因RASSF1A、
SEMA3B、SEMA3F、GNAT1、Blu基因分别在43.8%
（7/16）、37.5% (6/16)、62.5%（10/16）、50%
（8/16）、56.3%（9/16）的非小细胞肺癌组织中表达
下调或缺失，在对应正常组织中均表达正常，差异有统
计学意义（P<0.05）；其余6个基因（ZNF35、AXUD1、
NPRL2、BAP1、FUS1和LTF）在非小细胞肺癌组织及其配
对正常对照组织中未见明显表达差异（图3，图4）。·855· 中国肺癌杂志2009年8月第12卷第8期 Chin J Lung Cancer, August 2009, Vol.12, No.8
表 1  RT-PCR引物
Tab 1  Primer for RT-PCR
Gene                               Primers (5’-3’)                                    Fragment (bp)              Temp (℃)
GAPDH  F: 5'-GAGATCCCTCCAAAATCAAGTG-3'  282                      58
  R: 5'-GAGTCCTTCCACGATACCAAAG-3'   
GNAT1  F: CATCTGCAACCACCGCTAC                         221                      62
  R: CGCACGTCATGTGGGAATA   
LTF  F: CGGATGGATAAGGTGGAACG                         207                      56
  R: GCCTGCGACATACTGTGGTC   
SEMA3B  F: GTCCTCTTCATTGGCACAGAC                         345                      56
  R: GTCGCCATTCCTTACGTCTT   
SEMA3F  F: AGTGTCCGTACGATCCCAAG                        466                      58
  R: ATGACAGGGTTCCTCACGTC   
AXUD1  F: 5'-TGCGTAACAGTCTCCCACTG-3'                        301                      58
  R: 5'-CCTGATTTCAGCCCTGTCTC-3'   
FUS1  F: GGATCTGGCTCACGAGTTCT                        296                       55
  R: GAAGGTTATGGGCCAACAGA   
BAP1  F: 5'-TACGCTACAACCGTGCTGTC-3'                        295                       58
  R: 5'-TCAGCCTCCACACACTTCAG-3'   
RASSF1A  F: 5'-ACACGTGGTGCGACCTCT-3'                        308                       58
  R: 5'-GATGAAGCCTGTGTAAGAACCGTCCT-3'   
ZNF35  F: 5'-GCGCACATAGGCAGTACTCA -3                        296                       58
  R: 5'-TGTCTGAAGACCCTGCACTG -3'   
NPRL2  F: 5'- CGCATTGCTATCCAGAACCT -3'                        300                       60
  R: 5'- CTTCATAAGCCCGAACTGGA -3'   
Blu  F: 5'-CTCGATATGGGAGACCTG-3'                        330                       60
  R: 5'-CACCACCATGTAGATGGG-3'   
表 2   11个基因在肺癌及其配对正常组织中的表达情况的统计学分析 （Mean±SD）
Tab 2  Statistical analysis of the mRNA expression level of 11 genes, located at 3p21.3, in                 
               matched tumor-adjacent normal tissues and NSCLC tissues (Mean±SD )
Gene
                                                           mRNA expression levels
                     Normal control (n=16)                         Tumor tissue (n=16)               
P
NPRL2                                0.604±0.171                                 0.626±0.218            0.606
FUS1                                0.918±0.081                                 0.886±0.068            0.212
ZNF35                                0.400±0.114                                 0.463±0.164            0.190
BAP1                                0.469±0.038                                 0.484±0.049            0.307
LTF                                0.937±0.216                                 0.997±0.166            0.076
AXUD1
*                                                                                                         0.079
SEMA3F                                0.554±0.188                                 0.323±0.268            0.002
Blu
*                                                                                                         0.003
GNAT1                                0.546±0.232                                 0.316±0.251            0.005
SEMA3B                                0.457±0.221                                 0.189±0.170            0.020
RASSF1A                                0.320±0.092                                 0.189±0.106            0.009
* Wilcoxon signed rank test
图 1 染色体3p21.3区域部分基因分布情况
Fig 1  The distribution of some genes located at 3p21.3
图 2  1%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA
Fig 2  Total RNA detection in 1% agarose by electrophoresis中国肺癌杂志2009年8月第12卷第8期 Chin J Lung Cancer, August 2009, Vol.12, No.8 ·856·
3  讨论
原发性支气管肺癌（primary bronchogenic carci-
noma）简称肺癌（lung cancer）起源于支气管粘膜或腺
体，是目前世界上最常见的恶性肿瘤，占全部恶性肿瘤
的16%。近年来肺癌发病率在中国呈明显上升趋势，在
城市肿瘤死亡顺序中已上升为第1位。对这种发病率日
益增长的肿瘤，尽管投入了大量的人力物力进行研究，
但令人遗憾的是，治疗效果一直不尽人意。其根本原因
之一就是肺癌的早期诊断率低，Ⅰ期肺癌的诊断率约为
10%、Ⅱ期肺癌伴肺野或肺门淋巴结转移约占10% 、临
床上初次诊断为肺癌时已属Ⅲ期及Ⅳ期分别为40%。而
图 3  RT-PCR检测3p12.3区域11个基因在非小细胞肺癌组织（T）和  
         配对正常肺组织中（N）的表达情况的部分电泳图
Fig 3  Detection of the mRNA expression level of 11 genes, located at 3p21.3, in 
             NSCLC (T) and matched tumor-adjacent normal tissues (N) by RT-PCR
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Fig 4 Comparison of the mRNA expression level of 11 genes, located at 3p21.3, in matched 
tumor-adjacent normal tissues and NSCLC tissues.
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Tab 2 Statistical analysis of the mRNA expression level of 11 genes, located at 3p21.3, in matched 
tumor-adjacent normal tissues and NSCLC tissues.

Gene
Mean+SD 
Normal 
Control (n=16)
Tumor Tissue 
(n=16)
P
NPRL2 0.604±0.171 0.626±0.218 0.606
FUS1 0.918±0.081 0.886±0.068 0.212
ZNF35 0.400±0.114 0.463±0.164 0.190
BAP1 0.469±0.038 0.484±0.049 0.307
LTF 0.937±0.216 0.997±0.166 0.076
AXUD1
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图 4  3p12.3区域11个基因在非小细胞肺癌组织和邻近正常组织中的  
        表达情况
Fig 4  Comparison of the mRNA expression level of 11 genes, located at 3p21.3, 
             in matched tumor-adjacent normal tissues and NSCLC tissues
深入了解肺癌发生过程中多步骤多阶段的复杂分子生物
学机制是肺癌早期诊断与实施个体化治疗方案关键。 
肿瘤的发生发展是一个多基因、多阶段的复杂过
程。瘤基因的激活与抑瘤基因的失活导致了肿瘤的失控
性生长。肺癌的形成亦与多个瘤基因及抑瘤基因的异常
活性有关，而其中3p与肺癌的关系一直是研究人员关注
的焦点。3p染色体的等位缺失在肺癌中出现最早也最频
繁。研究
[2,3]表明90%以上的小细胞肺癌及50%-80%的非
小细胞肺癌存在染色体3p的等位缺失，据此推测在该区
域存在对肺癌特异的某些抑癌基因。1998年Sekido等
[4]
在肺癌及乳癌细胞系的研究中发现，该缺失区为位于
3p21.3的一个120 kb长的最小纯合缺失区内。2000年Ler-
man
[5]的研究小组利用基因组扫描、contig构建、物理及
转录图谱等方法进一步确证了630 kb的肺癌杂合性丢失
区为多个抑瘤基因密集区，基因数目为25个，而且主要
分布在120 kb的片断上主要为RASSF1A、BLU、ZNF35、
CACANA2D2、SEMA3B、NPR2。随后多个研究小组证
实了其中部分基因与肺癌的关系。对3p21.3的研究，国
外主要集中在各种肺癌细胞系上。国内研究并不系统
和深入，主要挑选该区域的个别基因，如RASSF1A，并
未大规模的研究此区域抑瘤基因的表达状况。本文利
用RT-PCR检测了16对肺癌患者中11个基因的表达，结
果显示在11个基因中，有5个基因RASSF1A、SEMA3B、
SEMA3F、GNAT1、Blu在配对的正常肺组织中表达正
常，但在非小细胞性肺癌组织中表达下调或缺失，下调
或缺失率分别为43.8%（7/16）、62.5%（10/16）、50%
（8/16）、37.5%（6/16）和56.3%（9/16），两者的表
达差异有统计学意义（P<0.05）。提示在肺癌组织中，
位于3p21.3区域的这些差异表达基因有可能利用不同的
分子生物学机制，参与了肺癌的发生发展。
RASSF1A是新近从3号染色体短臂克隆出来的新型
候选抑癌基因，其表达产物中含有与Ras蛋白结构相关
区域。RASSF1A在肺癌细胞系中表达下调，在其他肿
瘤组织中同样存在表达下调，如在食管癌中表达下调
50%，而本研究中在肺癌组织中RASSF1A表达下调为
43.8%，提示RASSF1A的下调与肺癌相关。研究
[6]发现不
表达RASSF1A的肺癌细胞系A549经转染该基因后，可使
细胞克隆形成能力下降，接触抑制增强。当接种至裸鼠
体内，移植瘤生长速度延缓。本研究中发现，RASSF1A
在43.8%（7/16）的肺癌活检标本中表达下调或缺失，
说明RASSF1A有可能作为抑瘤候选基因，在肺癌细胞恶
性细胞生物学特性的形成中扮演十分重要的角色。·857· 中国肺癌杂志2009年8月第12卷第8期 Chin J Lung Cancer, August 2009, Vol.12, No.8
SEMA3B和SEMA3F基因同属于信号素Semaphorins
家族。Semaphorins是一类分泌型或细胞膜结合型信号分
子大家族，主要在神经发育过程中引导轴突选择正确途
径以到达靶区并建立突触联系。SEMA3B基因mRNA约
3.4 kb，具有17个外显子，编码由749个氨基酸组成的蛋
白质，可参与诱导细胞凋亡
[7,8]及与p53介导的抑癌通路
的调控有关
[9]。1996年SEMA3B首次在肺癌和乳腺癌中
通过杂合性丢失分析被分离出来。研究发现SEMA3B在
将近80%的肺癌细胞系中表达下调或缺失，在肺癌组织
中纯合性缺失。在本实验中，SEMA3B在肺癌组织中表
达下调或缺失率高达62.5%（10/16），与肺癌细胞系及
组织的研究一致，证实SEMA3B的下调与肺癌有关，推
测这种表达下调或缺失可能与该染色体区段的丢失有
关，并进一步抑制了肺癌细胞的凋亡。SEMA3F同样定
位于肺癌纯合缺失区域3p21.3内，该基因DNA约28 kb，
编码3 kb-4 kb的mRNA，包含18个外显子。Brambiila
[10]发
现SEMA3F蛋白在肿瘤细胞中的分布发生了明显改变，
异常的SEMA3F细胞定位与血管内皮生长因子的高表达
水平以及肿瘤分级和侵袭性相关，提示SEMA3F可能在
细胞的粘附和迁移过程中起作用。体外转染SEMA3F使
小鼠A9细胞的裸鼠成瘤能力完全丧失显示SEMA3F对
恶性细胞生长具有强烈抑制作用
[11]。本研究中发现，
SEMA3B在50%（8/16）肺癌组织中表达下调或缺失，可
能进一步促进了肺癌的成瘤与转移。
GNAT1编码1.3 kb-2.4 kb的mRNA，含有8个外显子，
编码由350个氨基酸组成的蛋白即鸟嘌呤核苷酸结合蛋白
（G蛋白）α转导蛋白亚单位，α转导蛋白是参与视网膜
光转导的胞质蛋白， 与G蛋白β和γ亚单位形成异源三聚体
结合在视网膜杆体外节膜上， 通过GDP和GTP的转换将光
信号转导给下游分子， 与先天性静止性夜盲有关
[12]。 目前
仅发现GNAT1在鼻咽癌（文献）中表达下调，与鼻咽癌
的发生相关
[13]，在肺癌中无相关报道。本实验中首次发
现GNAT1在肺癌中表达下调率为 37.5%（6/16），提示可
能与肺癌发生有关，但通过何种机制参与肺癌的发生和
发展有待进一步研究。
Blu基因位于RASSF1基因的上游，在蛋白分子的羧
基端含有一个DNA结合功能-MYND锌指功能域，该功能
域同样位于AML/ETO、BS69等蛋白内，这些蛋白分子分
别在转录抑制、病毒瘤蛋白结合，以及细胞周期调控等
方面发挥作用。Ito
[14]发现Blu基因在70%肺癌组织中表达
缺失，在50%食管癌中表达下调，而表达下调或缺失的
机制主要与杂合性丢失及启动子区甲基化有关。在本研
究中发现，Blu在肺癌组织中表达缺失率达到56.3%，与
Ito的研究结果相符，证实其与肺癌的发生发展相关。
3p21.3区域肺癌相关基因的筛选为了解肺癌发生发
展提供了突破口，本实验中筛选到的肺癌中差异表达下
调的5个基因，可能通过促进恶性细胞生物学特性的形
成、抑制肿瘤细胞的凋亡、促进肺癌的成瘤与转移及目
前尚不明确的分子机制，参与了肺癌的发生和发展。这
些基因的表达下调机制的后续研究将进一步为阐明肺
癌发生发展的分子机制以及肺癌的临床早期诊断提供帮
助。Andrew
[15]研究发现位于3p21.3的19个抑瘤基因在肺癌
细胞系中的基因突变率低于10%，不能很好的解释此区抑
瘤基因的下调及功能缺失。有研究
[3,16]报道，抑瘤基因启
动子区的高甲基化是3p21.3区基因表达下调的主要原因，
其中有多个基因的高甲基化参与了肺癌的发生发展。甲
基化异常可作为早期诊断的指针，将常规临床诊断提前
数月至数年。本实验中筛选到的肺癌中差异表达下调的5
个基因，是否存在启动子区的高甲基化是本研究后续工
作的重点。本研究采用筛选3p21.3区11个肺癌相关基因
在肺癌中的表达，为阐明抑瘤基因密集区3p21.3在肺癌
发生、发展中作用提供了分子依据，同时进一步研究该
区域抑瘤基因启动子区的甲基化状态，一方面可以探索
基因表达下调的主要原因，另一方面也将为肺癌的早期
诊断和个性化治疗奠定坚实的实验基础。
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